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V današnjem času se vedno več ljudi zaveda pomembnosti prehrane in njene povezave z 
zdravjem in počutjem. Prav tako narašča tudi ozaveščenost potrošnikov in povpraševanje po 
varnejših živilih brez kemičnih dodatkov. Pozitivni odziv prejmejo funkcionalna živila ali 
posamezne sestavine, ki imajo koristne učinke na zdravje ter povečajo prehransko vrednost 
izdelkov. To lahko dosežemo tudi s fermentacijo, ki je proces, pri katerem dobimo novo, 
preoblikovano živilo z večjo biorazpoložljivostjo komponent, daljšo obstojnostjo, nižjim 
pH, boljšim okusom, zmanjšano vsebnost laktoze v mlečnih izdelkih ali živilo s 
probiotičnimi lastnostmi (Raspor, 2003; Leroy in De Vuyst, 2004; Leroy in De Vuyst, 2014). 
 
Kefir je tradicionalno fermentiran mlečni izdelek, ki izvira od plemen severnega Kavkaza, 
in je fermentiran s kefirjevimi zrni, ki so sestavljena iz mlečnokislinskih bakterij, kvasovk 
in ocetnokislinskih bakterij. Zrna predstavljajo od 0,3 do 3,0 cm velike, nagubane granule, 
cvetačne oblike, njihova barva pa variira od bele do rumenkasto bele (Farnworth in 
Mainville, 2008). Uživanje fermentiranih mlečnih izdelkov je limitirano za vegane, laktozno 
intolerantne in alergike na mlečne beljakovine ter ljudi, ki uživajo manj maščob in 
holesterola. Sadni sokovi se lahko izkoriščajo kot primeren substrat, saj so brez mlečnih 
alergenov in mlečnega sladkorja (Mattila-Sandholm in sod., 2002), njihov okus pa imajo 
rade vse generacije. Med dobre učinkovine v sokovih prištevamo fenolne spojine, ki jim 
pripisujejo različne farmakološke lastnosti. Kombinacija primernega substrata in uporaba 
kefirjevih zrn za fermentacijo le-tega, bi lahko pripomogla k proizvodnji novih pijač, 
zanimivih za potrošnike.  
 
Cilj diplomskega dela je bil pregled raziskav, ki vključujejo fermentacijo ne-mlečnih 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KEFIRJEVA ZRNA 
 
Že od nekdaj so ljudje uporabljali mlečnokislinske bakterije, ki so jih našli v naravi, za 
produkcijo fermentiranih mlečnih izdelkov, kot so jogurt, dahi, kumis in kefir (Guzel-
Seydim in sod., 2010). 
 
Kefir je naravno gaziran, osvežujoč, tradicionalno fermentiran mlečni izdelek, ki izvira od 
plemen severnega Kavkaza v Rusiji, med Črnim in Kaspijskem morjem. Ima rahlo kisli 
okus, priokus po kvasu in kremasto konsistenco (Tamime, 2006; Vasiljevic in Shah, 2008). 
Beseda »kefir« izhaja iz turške besede »keyif«, kar pomeni dobro počutje. Trenutno se 
njegova uporaba in proizvodnja zaradi številnih koristnih učinkov na zdravje ljudi in 
prijetnih senzoričnih značilnosti povečuje (Farnworth, 2005; Leite in sod., 2013). Glavna 
razlika med kefirjem in drugimi fermentiranimi mlečnimi izdelki je uporaba specifične 
starterske kulture, ki jo dodamo svežemu mleku. Za proizvodnjo kefirja se najpogosteje 
uporablja kravje mleko, lahko pa je narejen iz drugih vrst mleka, in sicer iz ovčjega, kozjega, 
kameljega in bivoličjega mleka. Inokulirano kulturo imenujemo kefirjeva zrna (Otles in 
Cagindi, 2003; Santos in sod., 2003; Farnworth and Mainville, 2008). Čeprav v literaturi ni 
točnih podatkov o času nastanka kefirjevih zrn ali kefirja, se predvideva, da so bila 
pridobljena z nenadzorovano, naključno fermentacijo mleka v usnjenih vrečah iz kozje kože. 
Pozimi so vreče obešali v hišah, poleti pa zunaj na soncu. Vsak mimoidoči je moral vrečo 
brcniti ali boksniti, da je premešal vsebino. Kefir je edino fermentirano mleko, ki se izdeluje 
z uporabo originalne starterske kulture (Rogelj in Perko, 2003). Med ljudstvom, ki živi v 
kavkaških gorah, kroži legenda, da je kefirjeva zrna prinesel Mohamed, nekateri pa pravijo, 
da se je po nekaj tednih fermentacije v notranji plasti usnjenih vreč oblikovala netopna, 
sluzasta in gobasta plast, ki so jo razdelili na manjše kose in posušili ter tako dobili kefirjeva 
zrna (Rogelj in Perko, 2003). 
 
Kefirjeva zrna so približno 0,3 do 3,0 cm velike, nagubane granule cvetačne oblike z 
nagubano površino. Po teksturi so elastična in imajo želatinasto ter polčvrsto teksturo, 
njihova barva pa variira od bele do rumenkasto bele. Sestavljena so iz beljakovin, lipidov in 
vodotopnega polisaharida, imenovanega kefiran, ki ga proizvajajo mikroorganizmi in obdaja 
kvasovke ter bakterije v kefirjevem zrnu (Otles in Cagindi, 2003; Farnworth in Mainville, 
2008). Sestoji iz več vrst mikroorganizmov, ki živijo v simbiozi in skupaj organizirano 
sodelujejo pri sintezi bioaktivnih metabolitov, ki so bistveni za rast in povečanje mase zrn 
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2.1.1  Kemijska sestava 
 
Kefirjevo zrno je sestavljeno iz  85–90 %  vode, v suhi masi kefirjevega zrna je približno 57 
% ogljikovih hidratov, 33 % beljakovin, 4 % maščobe in  6 % pepela (Stepaniak in Fetliński, 




Po standardu (CODEX STAN, 2003) je kefir fermentiran mlečni izdelek, pridobljen s 
kefirjevimi zrni in vsebuje bakterije vrste Lactobacillus kefiri in rodov Leuconostoc, 
Lactococcus in Acetobacter. Gradniki zrn naj bi bile prav tako laktoza fermentirajoče 
kvasovke (Kluyveromyces marxianus) in kvasovke, ki ne fermentirajo laktoze 
(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces exiguus).  
 
Na splošno kefir predstavlja kompleksno, dinamično mikrobno simbiozo mlečnokislinskih 
bakterij, kvasovk in ocetnokislinskih bakterij. Simbioza pomeni, da ene vrste 
mikroorganizmov živijo in se razmnožujejo s pomočjo metabolitov druge vrste 
mikroorganizmov, ki jim služijo kot rastni faktorji in vir energije. V literaturi je mogoče 
zaslediti številne izvore kefirjevih zrn, ki se razlikujejo v mikrobiološki sestavi, odvisno od 
pokrajine od koder izvirajo. Izolirali so več mikroorganizmov iz kefirjevih zrn iz Belgije, 
Irske, Slovenije, Kitajske, Brazilije, Tajvana, Italije in Bolgarije (Plessas in sod., 2016). 
Študije so pokazale, da prihaja do velike variacije mikrobiote med različnimi kefirjevimi 
zrni (Plessas in sod., 2016) in med samim zrnom (Farnworth and Mainville, 2008). Zaradi 
različne združbe mikroorganizmov lahko pride do različne arome končnega produkta. Na 
splošno velja, da je mlečnokislinskih bakterij več kot kvasovk in ocetnokislinskih bakterij 
(Farnworth, 2005), in sicer je v kefirjevem zrnu 65-80 % laktobacilov, 10-15 % kvasovk in 
5-25 % vrst rodov Lactococcus in Leuconostoc (Rattray in O’Connel, 2011). Površinski 
mikroorganizmi imajo večji vpliv na proces fermentacije, med njo se zrno poveča za 5-7 % 
(Rogelj in Perko, 2003). V zrnu so bile najdene tako homo- kot heterofermentativne 
mlečnokislinske bakterije iz rodu Lactobacillus, in sicer Lb. kefiri, Lb. kefiranofaciens, Lb. 
kefirgranum, Lb. delbrueckii, Lb. parakefiri, Lb. acidophilus, Lb. brevis, Lb. helveticus, Lb. 
casei, Lb. paracasei, Lb. fermentum, Lb. plantarum in Lb. gasseri, vrste rodu Lactococcus, 
in sicer L. lactis subsp. lactis in L .lactis subsp. cremoris ter Streptococcus thermophilus 
(Rattray in O’Connel, 2011; Vardjan in sod., 2013). V kefirjevih zrnih so bili identificirani 
tudi citrat-pozitivni sevi, ki s proizvodnjo spojin prispevajo k tipičnemu okusu kefirja, in 
sicer Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, in Leuconostoc 
mesenteroides subsp. mesenteroides (Rattray in O’Connel, 2011). 
 
Kvasovke imajo specifično vlogo pri oblikovanju okusa in arome in tvorijo rastne faktorje 
za mlečnokislinske bakterije, kot npr. aminokisline in vitamine (Farnworth, 2005; Rattray in 
O'Connel, 2011). Predstavljajo jih laktoza fermentabilne in laktoza ne-fermentabilne 
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kvasovke. Glavne so kvasovke vrst Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, 
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Candida kefir, Pichia fermentans, 
Kazachstania unispora,  Kazachstania exigua in Debaryomyces hansenii (Garrote in sod., 
2010; Vardjan in sod., 2013). Poleg mlečnokislinskih bakterij in kvasovk so bile v 
kefirjevem zrnu kot tudi v kefirju izolirane in identificirane ocetnokislinske bakterije rodu 
Acetobacter (Leite in sod., 2013). Njihovo število je zelo majhno, zato jim ne posvečajo 
veliko pozornosti, četudi imajo bistveno vlogo pri simbiozi mikrobiote in končnih 
senzoričnih značilnosti produkta (Tamime, 2006). 
 
Vardjan in sod. (2013) so okarakterizirali mikroorganizme kefirjevih zrn Mlekarne Krepko. 
Rezultati študije so pokazali, da so bile dominantne bakterijske vrste Lactobacillus 
kefiranofaciens ssp. kefirgranum, Lactobacillus parakefiri in Lactobacillus kefiri. 
Najpogostejše vrste kvasovk pa so bile Kluyveromyces marxianus, Kazachstania exiqua in 
Rhodosporidium kratochvilovae. Med dominantne mikroorganizme v kefirjevih zrnih so 
določili vrste Lactobacillus kefiranofaciens ssp. kefirgranum, Kluyveromyces marxianus in 
Kazachstania exigua. V študiji so prav tako dokazali, da je mikrobiota kefirnih zrn zelo 
stabilna in se v času poskusa, ki je trajal štiri mesece, ni spremenila. To je pomembno za 
zagotavljanje dosledne kakovosti izdelkov. 
 
2.1.2.1 Vloga mikrobiote 
 
Za kefirjeva zrna, ki poleg mlečnokislinskih bakterij vsebujejo tudi kvasovke in 
ocetnokislinske bakterije, je značilna kombinirana fermentacija (Rogelj in Perko, 2003), in 
sicer mlečnokislinska in alkoholna, zato bo vsaka skupina mikroorganizmov v nadaljevanju 
podrobneje opisana. 
 
2.1.2.1.1 Mlečnokislinske bakterije 
 
V kefirjevih zrnih prevladujejo mlečnokislinske bakterije (Rattray in O’Connel, 2011). Te 
so v anaerobnih razmerah sposobne fermentacije različnih sladkorjev, najpogosteje glukoze 
preko piruvata v mlečno kislino. Glede na metabolizem ločimo homofermentativne 
mlečnokislinske bakterije in heterofermentativne mlečnokislinske bakterije (Raspor, 2003). 
V kefirjevih zrnih najdemo mlečnokislinske bakterije rodov Leuconostoc, Lactococcus, 
Lactobacillus in Streptococcus.  
 
Za homolaktično fermentacijo je značilno, da bakterije večino sladkorjev razgradijo v 
mlečno kislino, pri heterolaktični fermentaciji pa poleg mlečne kisline proizvajajo še druge 
produkte, kot so CO2, etanol oz. ocetna kislina (Rogelj in Perko, 2003). Mlečnokislinske 
bakterije so sposobne hitrega zakisanja surovine, produkcije protimikrobnih spojin, 
polimerov sladkorja, aromatičnih komponent, lipolitičnih in proteolitičnih encimov, 
bakteriocinov in eksopolisaharidov ali pa imajo probiotično delovanje. Omenjeni produkti 
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izboljšajo tudi varnost in teksturo ter prispevajo k senzoričnemu profilu končnega izdelka 
(Raspor, 2003; Leroy in De Vuyst, 2004). To lahko predstavlja način zamenjave kemijskih 
dodatkov z naravnimi spojinami, hkrati pa potrošnikom daje nove, privlačne proizvode 
(Leroy in De Vuyst, 2004).  
 
Med mlečnokislinske bakterije spadajo tudi mezofilni laktokoki. Locirani so pretežno na 
površini kefirjevih zrn ter zagotavljajo hitro naraščanje mlečne kisline v substratu, kasneje, 
ko kislina naraste jih postopno inaktivira. Proizvajajo L(+) mlečno kislino, številni sevi 
tvorijo bakteriocine, eksopolisaharid, in diacetil iz citrata. V kefirjevih zrnih se nahajajo 
homofermentativni, obligatno heterofermentativni in fakultativno heterofermentativni 
laktokoki (Adamič in sod., 2003; Rogelj in Perko, 2003). Bakterije rodu Leuconostoc so 
fakultativno anaerobni koki, ki glukozo metabolizirajo do mlečne kisline in ocetne ter do 
CO2. Iz ostalih ogljikovih hidratov tvorijo acetoin in diacetil (Adamič in sod., 2003). Citrat-
pozitivni sevi Lactococcus lactis proizvajajo diacetil, acetaldehid in etanol, medtem ko 
bakterije vrst Leuconostoc mesenteroides in Leuconostoc cremonis proizvajajo diacetil, 
etanol in acetat (Rattray in O’Connell, 2011). Prav ta rod prispeva k oblikovanju značilnega 
okusa in arome (Rogelj in Perko, 2003). 
 
2.1.2.1.2 Interakcije med mikroorganizmi 
  
Sestavo kefirjevih zrn je zaradi različnih vrst mikroorganizmov z različnimi metabolnimi 
značilnostmi težko preučiti. Še večjo težavo predstavlja fermentacija v mlečnem substratu, 
saj kvasovke, ki ne fermentirajo laktoze in ocetnokislinske bakterije ne rastejo v substratih 
z laktozo (Rogelj in Perko, 2003). 
 
Kvasovke, ki niso sposobne fermentiranja laktoze, in ocetnokislinske bakterije lahko 
preživijo v mleku samo v prisotnosti mlečnokislinskih bakterij, ki razgradijo laktozo na 
monosaharida galaktozo in glukozo (Cheirsilp in sod., 2003). Ugodnejše razmere in okolje 
za njihov razvoj ustvarja tudi mlečna kislina (Tamime, 2006). Kvasovke in ocetnokislinske 
bakterije z delno razgradnjo beljakovin, tvorbo vitaminov in uporabo mlečne kisline kot vira 
energije stimulirajo rast mlečnokislinskih bakterij. Homofermentativni laktokoki do 
določene mere inhibirajo razvoj kvasovk, kar omogoči počasno in postopno nastajanje 
alkohola (Rogelj in Perko, 2003). Kvasovke sintetizirajo vitamine B kompleksa in 
hidrolizirajo mlečne proteine ter proizvajajo CO2 in etanol (Tamime, 2006). Mikroorganizmi 
tekmujejo za hranila za rast in lahko proizvajajo metabolite, ki zavirajo ali stimulirajo rast 
drugih vrst mikroorganizmov (Leite in sod., 2013). Nekatere vrste kvasovk so proteolitične 
ali lipolitične in zagotavljajo vir aminokislin ter maščobnih kislin (Rattray in O’Connel, 
2011). Kvasovke so pomembne pri ohranjanju simbioze med mikroorganizmi. Vitamine, 
ocetno kislino in druge esencialne rastne faktorje za bakterije proizvajajo kvasovke, medtem 
ko se končni bakterijski metabolni produkti porabljajo kot hrana za kvasovke (Farnworth in 
Mainville, 2003; Garrote in sod., 2010). Čeprav je ocetnokislinskih bakterij malo, 
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pripomorejo k izboljšanju konsistence izdelka in na njegovo viskoznost s sluzjo, ki jo 
proizvajajo (Rogelj in Perko, 2003). Produkcija vitamina B, ki ga proizvajajo bakterije rodu 
Acetobacter, tudi podpira rast drugih mikroorganizmov v kefirjevih zrnih (Leite in sod., 
2013). 
 
Mlečnokislinske bakterije proizvajajo tudi bakteriocine in druge biološko aktivne 
komponente, ki povečajo obstojnost izdelka in inhibirajo rast nezaželenih in patogenih 
mikroorganizmov (Stepaniak in Fetliński, 2003). Najbolj znan je nizin, ki ga tvorijo bakterije 




Poleg številnih mikrobioloških vrst kefirna zrna vsebujejo kompleksen matriks, ki obdaja 
mlečnokislinske bakterije, kvasovke in nekatere ocetnokislinske bakterije. Kefiran je 
heteropolisaharid, sestavljen iz D-glukoze in D-galaktoze, v razmerju 1:1 in predstavlja 
približno 25 % suhe mase kefirjevega zrna (Pogačić in sod., 2013). Je vodotopen 
eksopolisaharid in se uporablja tudi kot aditiv za fermentirane mlečne izdelke z namenom 
povečevanja reoloških značilnosti oziroma povečanja viskoznosti (Santos in sod., 2003). 
Kefiran naj bi bil odgovoren za medsebojno povezavo mikroorganizmov v kefirjevem zrnu. 
Periferni del zrna skoraj izključno vsebuje bakterije. V središču kefirjevega zrna 
prevladujejo kvasovke. Območja med središčem in obrobnim delom zrna vsebujejo tako 
bakterije kot kvasovke, vendar njihovo razmerje postopoma spreminja glede na razdaljo od 
središča zrna (Dimitreli in Antoniou, 2011). Pogačić in sod. (2013) in Santos in sod. (2003) 
navajajo, da so glavni proizvajalci eksopolisaharida bakterije vrste Lactobacillus 
kefiranofaciens. Povečana koncentracija mlečne kisline med fermentacijo zavira rast kulture 
Lactobacillus kefiranofaciens in njegovo tvorbo kefirana. Zaradi prisotnosti kvasovk vrste 
Saccharomyces cerevisiae v zrnu kefirja se koncentracija mlečne kisline zmanjša in 
posledično poveča tvorba kefirana, kar ponazarja pomembnost simbioze med bakterijami in 
kvasovkami (Cheirsilp in sod., 2003). Kefiranu pripisujejo protibakterijsko, protiglivno in 
protitumorsko aktivnost (Rimada in Abraham, 2006).  
 
2.2 PRIMERJAVA RAZLIČIC KEFIRJA 
 
2.2.1 Mlečni kefir (=kefir) 
 
Po standardu (CODEX STAN, 2003) fermentiran mlečni napitek kefir vsebuje najmanj 2,7 
% beljakovin, največ 10 % mlečne maščobe, najmanj 0,6 % mlečne kisline, najmanj  107 
cfu/g mikroorganizmov, ki sestavljajo startersko kulturo, od tega mora biti minimalno 104 
cfu/g kvasovk. Poleg glavnih sestavin vsebuje kefir tudi spojine, ki prispevajo k okusu, kot 
so acetaldehid, acetoin, diacetil, ocetna kislina, piruvična, propionska in butanojska kislina. 
Kefir vsebuje tudi vitamine, makroelemente K, Ca, Mg, P in mikroelemente Cu, Zn, Fe, Mn, 
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Co in Mo (Kesenkaş in sod., 2017). V pravilniku o kakovosti kefirja v Uradnem listu 
Republike Slovenije (2003) je v 2. in 5. členu navedeno, da je kefir »izdelan iz polnega, 
polposnetega ali posnetega mleka, pod pogojem, da je fermentiran s kefirnimi zrni«. Kefir 
mora biti bele do belo rumenkaste barve, gosto tekoče in penaste konsistence, imeti mora 
prijeten, aromatičen vonj, značilen za kefir ter imeti mora značilen, lahko rezek in osvežujoč 
okus (Pravilnik o kakovosti kefirja, 2003). Prav tako je po standardu CODEX STAN (2003) 
določeno, da je kefir pridobljen s kefirjevimi zrni, ki imajo točno določeno mikrobiološko 
združbo. Za ostale alternative beseda »kefir« ni primerna.  
 
2.2.2 Vodni kefir  
 
Beseda »kefir« označuje fermentirano mlečno pijačo, vendar je v literaturi mogoče zaslediti 
tudi besedno zvezo »vodni kefir« in druge sopomenke (Gulitz in sod., 2013; Fiorda in sod., 
2017). To je ne-mlečni kefir, pripravljen na osnovi raztopine sladkorja z različnimi sušenimi 
ali svežimi sadeži ali brez sadnih ekstraktov. Vodni kefir je torej produkt fermentiranega ne-
mlečnega substrata z zrni vodnega kefirja, ki prav tako kot zrna navadnega kefirja vsebujejo 
konzorcij mlečnokislinskih bakterij, kvasovk, ocetnokislinskih bakterij (Fiorda in sod., 
2017) in bifidobakterij (Laureys in De Vuyst, 2014). Tradicionalno se pri pripravi vodnega 
kefirja inokulira 8 % (m/v) raztopino saharoze, ki vsebuje suho sadje (običajno fige) in nekaj 
rezin limone (Gulitz in sod., 2011). Fermentirano raztopino saharoze z vodnimi kefirjevimi 
zrni imenujejo vodni kefir (Laureys in De Vuyst, 2014). Čeprav so zrna tega napitka 
strukturno podobna kefirjevim zrnom, med seboj niso izvorno povezana. Zrna 
fermentiranega sladkornega napitka so bolj prozorna, bolj sluzasta, manjša, manj prožna in 
manj odporna proti spremembam rastnih razmer (Pidoux, 1989; Fiorda in sod., 2017). 
Medtem ko je za kefirjeva zrna znano, da izvirajo s severnega Kavkaza v Rusiji med Črnim 
in Kaspijskem morjem, zgodovinski izvor zrn tega fermentiranega sladkornega napitka ni 
dobro poznan (Tamime, 2006). Pidoux (1989) je ugotovil naj bi zrna Tibi izhajala iz 
Mehiškega kaktusa (Opuntia), vendar o vodnem kefirju obstajajo tudi omembe iz Krimske 
vojne, Mehike in Francije (Gulitz in sod., 2011), zato je misel o različnih izvorih vodnega 
kefirja precej verjetna. Poleg imena »zrna vodnega kefirja« se uporabljajo tudi druga imena 
glede na geografske lokacije (Pidoux, 1989; Gulitz in sod., 2013). 
  
Mikrobiota vodnega kefirja se razlikuje od mikrobiote mlečnega kefirja (Gulitz in sod., 
2011; Fiorda in sod. 2017). V vodnem kefirju so bile najdene kvasovke rodov 
Kluyveromyces, Candida in Saccharomyces in vrste Dekkera bruxellensis, ki imajo lahko 
pozitivne ali negativne učinke na produkt, ter mlečnokislinske bakterije rodov Lactobacillus, 
Lactococcus, Leuconostoc in Streptococcus. Laureys in De Vuyst (2014) poročata, da so v 
zrnih najbolj dominantne mlečnokislinske bakterije vrste Lactobacillus 
casei/paracasei, Lactobacillus hilgardii in Lactobacillus harbinensis, vendar se različna 
zrna med seboj razlikujejo. V zrnih vodnega kefirja so opazili večjo prisotnost 
ocetnokislinskih bakterij v primerjavi z mlečnimi kefirjevimi zrni (Fiorda in sod., 2017). 
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Polisaharid, ki tvori zrna vodnega kefirja je sestavljen iz dekstrana, in sicer iz α-(1→6) 
vezanega glukoznega polimera, ki ga proizvajajo nekatere vrste rodu Lactobacillus in/ali 
Leuconostoc (Gulitz in sod., 2011; Laureys in De Vuyst, 2014).  
 
Glavna razlika med vodnimi kefirjevimi zrni in kefirjevimi zrni je fermentacija različnih 
substratov. Raztopina saharoze je glavni alternativni substrat, ki se uporablja za proizvodnjo 
(Laureys in De Vuyst, 2014; Fiorda in sod., 2017). Produkti, ki nastanejo med fermentacijo 
so etanol, mlečna kislina, ocetna kislina in drugi metaboliti kot so manitol, glicerol, estri in 
druge organske kisline. Rezultat fermentacije pa je peneča rumenkasta fermentirana pijača 
z rahlo kislim, sladkim in rahlo alkoholnim okusom in aromo (Laureys in De Vuyst, 2014; 
Fiorda in sod., 2017). Laureys in De Vuyst (2014) poročata, da potek fermentacije z zrni 
vodnega kefirja poteka precej podobno kot pri navadnem kefirju. V poskusu fermentacije 
substrata iz saharoze in ekstrakta fig se je masa zrn med fermentacijo povečala. Vrednost 
skupnih ogljikovih hidratov, saharoze, glukoze in fruktoze se je zmanjšala, medtem ko se je 
vsebnost etanola, laktata, glicerola, acetata in manitola povečala. Večji del metabolitov je 
nastal v prvih 72 h fermentacije, pri čemer se je vrednost pH znižala.  
 
Najbolj pogost in pomemben razlog za pripravo omenjenega napitka je uporaba za vegane, 
laktozno intolerantne ljudi ter alergike na mlečne beljakovine (Fiorda in sod., 2017). 
 
2.3 SUBSTRATI ZA FERMENTACIJO S KEFIRJEVIMI ZRNI 
 
Kefirjeva zrna imajo veliko biotehnološko prednost, saj lahko izkoriščajo odpadne produkte, 
kot so sirotka, melasa, ostanki sadja in drugi odpadki iz živilskopredelovalne industrije 
(Koutinas in sod., 2007). Za fermentacijo s kefirjevimi zrni se uporablja vse več različic, kot 
na primer zelenjavni sokovi, sadni sokovi, mešanice različnih sokov, raztopine sladkorja, 
sojini, ovseni napitki. Za uspešno fermentacijo mora substrat vsebovati vir ogljika in dušika, 
makro in mikroelemente ter ostale rastne dejavnike, ki jih mikroorganizmi potrebujejo.  
 
2.3.1  Mlečni substrati 
 
Kakovost surovega mleka je ključnega pomena za proizvodnjo kefirja. Izpolnjevati mora 
naslednje pogoje: bogata sestava z majhnim številom bakterij in somatskih celic, biti mora 
varno, z odsotnostjo patogenih mikroorganizmov in inihbitornih snovi kot so antibiotiki. Za 
proizvodnjo se uporablja lahko mleko vseh molznih živali, v industriji se poslužujejo 
kravjega mleka (Farnworth, 2005; Rattray in O’Connel, 2011; Kesenkaş in sod., 2017). Ker 
mlečnokislinske bakterije v kefirjevih zrnih lahko metabolizirajo laktozo, se lahko za 
alternativni substrat pri fermentaciji kefirjevih zrn uporablja sirotka, ki je odpadek sirarske 
industrije. Sirotka je stranski proizvod pri izdelavi sira in predstavlja bogato, heterogeno 
mešanico beljakovin in drugih hranil, laktoze, topnih lipidov, mineralov, vitaminov in 
organskih kislin. Ima širok prehranski in funkcionalni spekter z nizko nabavno ceno, zato se 
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v zadnjem času pojavlja veliko produktov iz sirotke (Chatterton in sod., 2006). Sabokbar in 
Khodaiyan (2015) in Sabokbar in sod. (2015) so za fermentacijo uporabili mešanico soka 
granatnega jabolka in sirotke ter mešanico jabolčnega soka in sirotke. Rezultati raziskav 
bodo podrobneje opisani v nadaljevanju. 
 
2.3.2 Ne-mlečni substrati 
 
Sadni sokovi imajo visoko vsebnost antioksidantov, vitaminov, mineralov, prehranskih 
vlaknin in drugih hranil, zato lahko služijo kot dober substrat za fermentacijo (Mattila-
Sandholm in sod., 2002). Veliko ljudi ima težave z uživanjem mlečnih izdelkov zaradi 
laktozne intolerance, alergije na mleko oziroma na mlečne beljakovine ali visoke vsebnosti 
holesterola in maščob. Posledično imajo ti na razpolago za uživanje manj probiotičnih 
izdelkov, saj je večina takšnih izdelkov mlečne osnove. Sadni sokovi se lahko izkoriščajo 
kot primeren substrat za fermentacijo za ljudi s takšnimi težavami (Mattila-Sandholm in 
sod., 2002), saj so brez mlečnih alergenov in mlečnega sladkorja – laktoze. Prednost sadnih 
sokov je tudi prijeten okus, ki je všeč ljudem vseh starostnih skupin. Sadni sokovi so 
primerni za fermentacijo, vendar imajo visoko vsebnost kislin in nizek pH, kar je za 
preživetje mikroorganizmov v tem substratu bolj zapleteno kot v mlečnih izdelkih, saj se 
morajo zaščititi pred kislimi pogoji (Shah, 2007). Kot ne-mlečni substrat za fermentacijo s 
kefirjevimi zrni se lahko uporablja tudi vodno raztopino sladkorja. V raziskavi Silva in sod. 
(2009) so za substrat uporabili različne raztopine sladkorjev. Rezultati raziskav fermentacije 
sadnih substratov s kefirjevimi zrni so predstavljeni v nadaljevanju.   
 
2.4 FERMENTACIJA SADNIH SOKOV IN KOMBINACIJ S KEFIRJEVIMI ZRNI 
 
2.4.1 Fermentacija sadnih sokov  
 
Zaradi ugodnih lastnosti soka granatnega jabolka v zadnjem času posvečajo veliko 
pozornosti njegovi fermentaciji, z namenom izboljšanja in pridobitve funkcionalne pijače 
(Sabokbar in Khodaiyan, 2014; Sabokbar in Khodaiyan, 2015; Kazakos in sod., 2016).  
 
Granatno jabolko vsebuje približno 10 % sladkorjev (večinoma fruktoza in glukoza), 1,5 % 
pektina, organske kisline (askorbinska, citronska in jabolčna) ter bioaktivne spojine (fenolne 
spojine) (Seeram in sod., 2008). Je dober vir vitaminov in mineralov (Sharma in Maity, 
2010). Sadež vsebuje veliko različnih vrst fenolnih spojin, ki so pomembne za rast rastlin in 
predstavljajo zaščito pred stresnimi dejavniki iz okolja. Vplivajo na senzorične lastnosti živil 
zaradi sposobnosti tvorbe kompleksov z ioni železa, aminokislinami, encimi in drugimi 
proteini, ogljikovimi hidrati ter vitamini. Pripisujejo jim različne farmakološke lastnosti. 
Delovale naj bi protivirusno, protimikrobno, protivnetno in protutumorno (Abramovič, 
2011; Zarfeshany in sod., 2014). V granatnem jabolku so glavne fenolne spojine flavonoidi 
in tanini. Granatno jabolko je tudi dober vir antocianov (katehina in procianidina), ki imajo 
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prav tako antioksidativne sposobnosti in pozitivne učinke na zdravje. V sadežu je mogoče 
najti še fenolne kisline, sterole, terpenoide, maščobne kisline, trigliceride, alkaloide in druge 
spojine. Zdravilni potencial bioaktivnih spojin je bil dokazan proti srčnožilnim boleznim, 
hipertenziji, različnim vrstam rakavih obolenj, proti vnetju, pri hiperlipidemiji, diabetesu, 
Alzheimerjevi bolezni (Sharma in Maity, 2010; Zarfeshany in sod., 2014). Imajo 
protibakterijsko, protiglivno in protivirusno delovanje (Sharma in Maity, 2010; Abramovič, 
2011). Sok granatnega jabolka ima 2-8-krat večjo antioksidativno aktivnost v primerjavi z 
ostalimi sadnimi sokovi ter vsaj 20 % večjo antioksidativno aktivnost od rdečega vina in 
zelenega čaja (Seeram in sod., 2008; Sharma in Maity, 2010). Kljub visoki prehranski 
vrednosti in koristnim učinkom so v granatnem jabolku nekatere spojine lahko toksične ob 
zaužitju v večjih količinah. Sem spadajo tanini in alkaloidi, ki lahko sprožijo vnetje želodca, 
nekatere spojine v granatnem jabolku pa lahko sprožijo neprimerne interakcije z zdravili 
(Sharma in Maity, 2010). 
 
Raziskava, ki so jo izvedli Kazakos in sod. (2016) je imela namen ugotoviti možnost uporabe 
soka granatnega jabolka kot samostojnega substrata ali v kombinaciji s pomarančnim sokom 
za proizvodnjo funkcionalne pijače z nizko vsebnostjo alkohola s fermentacijo s kefirjevimi 
zrni. Ugotovljeno je bilo, da je sok granatnega jabolka zahtevnejši substrat za fermentacijo 
s kefirjevimi zrni, saj so pri drugem substratu, pomarančnem soku, bili doseženi boljši 
rezultati z najhitrejšo porabo sladkorja in najvišjo doseženo koncentracijo etanola 0,5 % 
(v/v) po 16 urah fermentacije. Pri fermentaciji soka granatnega jabolka je bila poraba 
sladkorja počasnejša, najvišja koncentracija etanola dobljena po 20 urah fermentacije pa je 
znašala za 0,2 % (v/v) manj. Dodajanje pomarančnega soka je izboljšalo fermentacijsko 
kinetiko soka granatnega jabolka, kar je bilo razvidno iz večje porabe sladkorjev in višje 
dosežene koncentracije etanola. Kazakos in sod. (2016) so ugotavljali tudi spremembe 
fermentiranega soka med skladiščenjem. Koncentracija mlečne kisline, se je tekom 
skladiščenja pri temperaturi 4 °C povečevala, kar kaže na metabolno aktivnost kefirjevih 
zrn. Najvišje vrednosti so bile ugotovljene v fermentiranem pomarančnem soku, kar lahko 
povežemo z najboljšo stopnjo preživelosti mlečnokislinskih bakterij v tem soku. Kljub 
povečevanju koncentracije mlečne kisline, se je pH fermentiranih sokov zmanjšal le malo, 
kar bi lahko pripisali puferskim lastnostim substratov. Koncentracija fermentabilnih 
sladkorjev se je med skladiščenjem v vseh treh substratih (pomarančni sok, sok granatnega 
jabolka in kombinacija obeh sokov) nekoliko povečala ali nihala. Ding in Shah (2008) 
menita, da to kaže na sočasno porabo s strani kefirjevih zrn za proizvodnjo mlečne kisline 
in nastanka z encimsko hidrolizo polisaharidov, vsebovanih v sokovih. Kazakos in sod. 
(2016) so prav tako dokazali, da so mlečnokislinske bakterije bolje preživele v 
fermentiranem pomarančnem soku, kombinacija sokov pa je izboljšala sposobnost preživetja 
celic med shranjevanjem v primerjavi s sokom granatnega jabolka. To se sklada z 
dokazanimi protimikrobnimi lastnostmi visokih količin polifenolov in taninov, ki jih ta 
vsebuje (Mousavi in sod., 2011). Drugi razlog za majhno stopnjo preživetja je lahko nizek 
pH fermentiranih sokov, katerega vrednosti so se gibale okoli 3.  
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2.4.2 Fermentacija kombinacije sadnega soka in sirotke  
 
V raziskavi Sabokbar in Khodaiyan (2014) in Sabokbar in Khodaiyan (2015) so poleg soka 
granatnega jabolka uporabili tudi sirotko, torej mešani substrat za fermentacijo s kefirjevimi 
zrni. Substrat je bil pripravljen tako, da je bila sirotka razredčena z destilirano vodo v 
razmerju 1:1 in nato dodana soku granatnega jabolka, da je raztopina dosegla koncentracijo 
sladkorja 14 °Brix. Za proces fermentacije so bili uporabljeni različni pogoji, in sicer dve 
temperaturi fermentacije (19 in 25 °C) ter dve velikosti inokuluma kefirjevih zrn (5 in 8 % 
(m/v)). pH, poraba laktoze in tvorba organskih kislin so bili določeni po 32 urah 
fermentacije. V raziskavi Sabokbar in sod. (2014) in Sabokbar in sod. (2015) so prav tako 
za substrat uporabili mešanico sadnega soka in sirotke. Uporabili so koncentrirani jabolčni 
sok, ki so ga zmešali s sirotko do koncentracije sladkorja 14 °Brix. Kefirjeva zrna so oprali 
z destilirano vodo in jih dodali mešanemu substratu v koncentraciji od 2 do 8 % (m/v) ter 
termostatirali na temperaturah od 20 do 30 °C. 
 
Sabokbar in Khodaiyan (2014) sta poročala o zmanjšanju začetne vrednosti pH. Skupne 
kisline pijače so se povišale. Največje znižanje pH je bilo opaženo med 8 in 24 uro 
fermentacije. Vrednost pH je bila najnižja pri fermentaciji s kefirjevimi zrni (8 % (m/v) 
inokulum) pri temperaturi 25 °C in se je znižala iz začetne vrednosti 4,23 na 3,40. Višji pH 
so dosegli fermentirani substrati pri temperaturi 19 °C in 25 °C z 8-% in 5-% (m/v) 
inokulumom, najvišja vrednost pH pa je bila v fermentiranemu substratu pri 19 °C s 
koncentracijo 5 % (m/v) in je znašala 3,61. Znižanje vrednosti pH vodi k skupnemu 
povečanju kislosti in tako povzroči zaviranje kvara in rasti patogenih mikroorganizmov. V 
primerjavi z 19 °C temperatura 25 °C bolj vpliva na spremembo vrednosti pH. To je lahko 
posledica optimalne temperature za encime in metabolne aktivnosti mikroorganizmov v 
kefirjevih zrnih. 
 
V raziskavi Sabokbar in Khodaiyan (2014) so poleg soka granatnega jabolka uporabili tudi 
sirotko, kar vpliva na prisotnost laktoze v substratu. Ker kefirjeva zrna uporabljajo laktozo 
kot vir ogljika, se koncentracija le-te med fermentacijo zniža. Največja poraba laktoze je bila 
opažena pri substratu fermentiranemu  s kefirjevimi zrni (8-% (m/v) inokulum) pri 25 °C in 
se je zmanjšala od začetne količine 2,4 g/100ml na 0,5 g/100ml.  
 
Mlečna kislina je končni produkt mlečnokislinskih bakterij v kefirjevih zrnih in glavni 
metabolni produkt med fermentacijo v vseh vzorcih. Med fermentacijo se je koncentracija 
znatno povečala od začetne vrednosti 0,9 na 5,9 g/l za fermentacijo pri 25 °C s kefirjevimi 
zrni (8-% (m/v) inokulum). Pri ostalih pogojih fermentacije se je gibala med 4,6 in 5,2 g/l. 
Koncentracija citronske kisline se je po 32 urah fermentacije zmanjšala. Največja 
sprememba je bila pri fermentaciji pri 25 °C z 8-% (m/v) inokulumom, in sicer iz 
koncentracije 6,1 g/l na 0,9 g/l. V procesu fermentacije se je povečala tudi koncentracija 
ocetne kisline, in sicer iz začetne 0,1 g/l do najvišje koncentracije 0,7 g/l za vzorec 
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fermentiran pri 25 °C s kefirjevimi zrni (8-% (m/v) inokulum). Povišanje koncentracije 
ocetne kisline med fermentacijo se lahko pripiše heterofermentativnim mlečnokislinskim 
bakterijam in ocetnokislinskim bakterijam, prisotnim v mikrobioti kefirjevih zrn. Takoj po 
inokulaciji je bila populacija laktobacilov višja pri kefirjevih zrnih (8-% (m/v) inokulum). 
To nakazuje, da se je del mikrobiote kefirjevih zrn prenesel v pijačo takoj po inokulaciji. Pri 
fermentaciji (25 °C, 8-% (m/v) inokulum) je bilo število bakterij večje kot pri temperaturi 
19°C, kar privede do ugotovitve, da je temperatura 25 °C primernejša za rast bakterij. 
Podoben rezultat so dobili za rast kvasovk. Začetno število kvasovk je bilo 2,8 log CFU/ml 
pri 8-% (m/v) inokulumu in 2,53 log CFU/ml pri 5-% (m/v) inokulumu. Po 32 urah 
fermentacije je najvišje število kvasovk prav tako doseženo pri temperaturi 25 °C z višjim 
inokulumom, in sicer 5,4 log CFU/ml.  
 
Sabokbar in sod. (2015) so v raziskavi ugotovili, da je bil padec pH bistveno povezan s 
količino inokuluma kefirjevih zrn in temperaturo fermentacije, prav tako velja za kislost. Ko 
se je količina kefirjevih zrn povečala se je pH znižal in kislost se je povečala. Med 
poviševanjem temperature od 20 do 25 °C sprememba pH ni bila velika, nad temperaturo 25 
°C  pa se je vrednost pH hitro znižala. Najvišjo kislost so opazili pri temperaturi 25 °C in 
najnižjo pri temperaturi 30°C, verjetno zaradi primernejše temperature za encime. V 
raziskavi so merili tudi koncentracijo kefirana v fermentiranem substratu. Rezultati so 
pokazali, da so povečane količine kefirjevih zrn vplivale na povečano koncentracijo 
kefirana. Najvišjo koncentracijo so dobili pri temperaturi 25 °C. Kefiran je odgovoren za 
viskoznost. V raziskavi so ugotovili, da se je viskoznost pijače povečala s povečanim 
deležem kefirjevih zrn v inokulumu. Tudi temperatura fermentacije je vplivala na povišanje 
viskoznosti, in sicer pri 25 °C je bila največja, proti temperaturi 30 °C se je zniževala. 
Viskoznost vseh fermentiranih vzorcev je bila večja kot kontrolni vzorec, kar se lahko 
poveže s prisotnostjo kefirana, ki izboljšuje reološke lastnosti pijač, fermentiranih s 
kefirjevimi zrni (Santos in sod., 2003). Rezultati so pokazali, da je povečevanje inokuluma 
povečalo tudi število bakterij, prav tako to velja za kvasovke. Koncentracije mlečne kisline 
se je tekom fermentacije v 48 urah povišala iz začetne 1,1 g/l. Najvišjo koncentracijo je 
dosegla pri fermentaciji s 5-% (m/v) inokulumom pri 25 °C, in sicer 5,9 g/l. Med 
fermentacijo se je koncentracija citronske kisline znižala z 1,60 na 0,19 g/l, prav tako se je 
znižala koncentracija jabolčne kisline (Sabokbar in sod., 2015) 
 
Raziskavo Kazakos in sod. (2016) je težko primerjati, saj pogoji fermentacije niso bili enaki. 
V raziskavi so uporabili kot substrat samo sadne sokove – sok granatnega jabolka, 
pomarančnega soka in  njuno kombinacijo, v katere so inokulirali 0,4 g suhe mase kefirjevih 
zrn. Fermentacija je potekala dokler ni bila dosežena koncentracija etanola 0,5 % (v/v), 
kasneje pa so fermentirane vzorce shranjevali 4 tedne pri 4 °C. pH se je med skladiščenjem 
nižal in koncentracija mlečne kisline je naraščala, kar se sklada z metabolnimi aktivnostmi 
mikroorganizmov. Iz ne-fermentiranih substratov, ki so imeli vrednost pH naravnano na 3,8, 
se je po 20 urni fermentaciji pH znižal na 3,15 za sok granatnega jabolka, 3,34 za mešanico 
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sokov granatnega jabolka in pomarančnega soka ter na 3,45 pri pomarančnemu soku. V 
raziskavi Sabokbar in Khodaiyan (2014) je imel začetni pH vrednost 4,23, kar je višja 
vrednost kot pri Kazakos in sod. (2016). V prvi omenjeni raziskavi je bil uporabljen mešan 
substrat s sirotko, ki ima pH višji od sokov, saj ne vsebuje toliko organskih kislin. Začetni 
pH sirotke je bil 4,9.  
 
2.4.3 Senzorična analiza  
 
Senzorična analiza fermentiranega mešanega substrata soka jabolka in sirotke (Sabokbar in 
sod., 2014) in senzorična analiza fermentiranega mešanega substrata soka granatnega 
jabolka in sirotke je vključevala oceno vonja, okusa, konsistence in barve napitkov, z 
lestvico od 1 do 5. Rezultati so prikazani v preglednici 1:  
 
Preglednica 1: Senzorične ocene (1-5) fermentiranih napitkov izdelanih iz soka granatnega jabolka in sirotke 











19 5 32 3,30 3,31 4,02 4,12 
19 8 2,90 3,14 3,50 4,20 
25 8 3,03 4,04 3,61 4,10 
25 5 3,92 4,02 4,41 4,43 
Jabolčni sok in 
sirotka 
20 2 48 2,01 2,43 2,33 2,75 
20 8 1,50 1,30 2,63 2,83 
25 5 2,10 2,47 2,83 2,77 
 
Rezultati senzorične analize pri kombinaciji soka granatnega jabolka in sirotke so bili na 
splošno višji kot pri substratu soka jabolčnega soka in sirotke, kar pomeni, da se je sok 
granatnega jabolka izkazal za primernejši substrat pri potrošnikih. Okus je bil najboljši pri 
fermentiranem soku granatnega jabolka v kombinaciji s sirotko z oceno 4,04, in sicer pri 
temperaturi fermentacije 25 °C z 8-% (m/v) inokulumom kefirjevih zrn.  
 
V raziskavi Kazakos in sod. (2016) je bila opravljena senzorična analiza, pri kateri je bil 
panel sestavljen iz potrošnikov na osnovi preferenčnega testa, z lestvico od 1 do 10 in je 
ocenjeval aromo, okus in kakovost napitkov takoj po fermentaciji in vsak teden tekom 
shranjevanja. Senzorična analiza ni pokazala nobenih bistvenih razlik med izbranimi 
fermentiranimi sokovi. Vrednosti so se gibale okoli 8,0. Proizvedene nizko-alkoholne pijače 
so bile v splošnem pozitivno sprejete. 
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V raziskavah, ki so bile opravljene, je bil s senzoričnega vidika najbolj primeren substrat za 
fermentacijo pomarančni sok, sok granatnega jabolka ali mešanica, medtem ko so mešanice 
soka granatnega jabolka in sirotke ter jabolčnega soka in sirotke pri senzorični oceni dosegle 
slabše rezultate.   
 
2.4.4 Izboljšava funkcionalnih lastnosti sadnih sokov, fermentiranih s kefirjevimi zrni 
 
Pri fermentaciji substratov s kefirjevimi zrni pride do izboljšanja osnovnega substrata, kar 
je glavni namen fermentacije alternativnih substratov. Fermentiran napitek se izboljša tako 
s funkcionalnega kot senzoričnega vidika. Prednost sadnih sokov je prijeten okus, ki je všeč 
ljudem vseh starostnih skupin, med fermentacijo pa postane še bolj osvežujoč zaradi 
nastanka CO2 in spremembe razmerja organskih kislin. Izdelek ima manj sladkorja, ker se 
med metabolno aktivnostjo kefirjevih zrn sladkorji porabijo, spremeni se tudi konsistenca, 
barva ter vonj in okus.  
 
2.4.4.1 Antioksidativno delovanje  
 
Besedo antioksidanti dandanes pogosto srečujemo v okviru prehrane. To so snovi, ki 
zavirajo oksidacijske procese in reagirajo s prostimi radikali. Tako preprečijo oksidacijo 
molekul in preprečujejo poškodbe celic, ki so eden izmed vzrokov za nastanek številnih 
bolezni. Naše telo antioksidante proizvaja že samo, lahko pa antioksidante vnesemo tudi s 
hrano (Sabokbar in Khodaiyan, 2015).  
 
Sabokbar in Khodaiyan (2015) in Sabokbar in sod. (2014) so raziskovali vpliv fermentacije 
s kefirjevimi zrni na vsebnost skupnih fenolov (ang. total phenolic content, TPC), 
redukcijsko moč, sposobnost lovljenja radikalov DPPH, sposobnost vezave kovinskih ionov, 
sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije in sposobnost inhibicije avtooksidacije 
askorbinske kisline. V članku Sabokbar in Khodaiyan (2015) so poleg povečanja mase 
kefirjevih zrn med fermentacijo ugotovili, da temperatura inkubacije vpliva na dvig 
vsebnosti TPC, kar je lahko posledica optimalne temperature encimov in metabolnih 
aktivnosti mikroorganizmov v kefirjevem zrnu. Ista ugotovitev je bila odkrita pri Sabokbar 
in sod. (2014), kjer so fermentirali mešanico jabolčnega soka in sirotke. V študiji Mousavi 
in sod. (2011), kjer je bil namen fermentacija soka granatnega jabolka samo s probiotičnimi 
bakterijami rodu Lactobacillus, so tudi poročali o povišanju TPC med fermentacijo, na 
povišanje pa je vplival tudi čas fermentacije. Coda in sod. (2012) so prav tako mnenja, da 
fermentacija z mlečnokislinskimi bakterijami ali drugimi mikroorganizmi poveča TPC. 
Rezultate lahko pojasnimo z dejstvom, da metabolna aktivnost mikroorganizmov v 
kefirjevih zrnih lahko spremeni nivo bioaktivnih komponent, kot so fenolne spojine. Med 
fermentacijo pa se poveča tudi biorazpoložljivost fenolnih spojin (Farnworth, 2005; 
Mousavi in sod., 2011).  
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Sabokbar in Khodaiyan (2015) sta ugotovila, da fermentacija s kefirjevimi zrni pozitivno 
vpliva na TPC in sposobnost lovljenja radikalov DPPH, medtem ko so Sabokbar in sod. 
(2014) navedli tudi, da obstaja korelacija med TPC in sposobnostjo lovljenja radikalov 
DPPH. Redukcijska sposobnost se je pri fermentaciji soka granatnega jabolka z višanjem 
temperature povišala (Sabokbar in Khodaiyan, 2015), iste rezultate so dobili tudi pri 
fermentaciji jabolčnega soka in sirotke, kjer navajajo, da je bila najvišja redukcijska 
sposobnost opažena pri večji količini kefirjevih zrn v inokulumu in temperaturah okoli 25 
°C (Sabokbar in sod., 2014). Pri obeh raziskavah so odkrili povečanje sposobnosti inhibicije 
avtooksidacije askorbinske kisline in sposobnosti inhibicije peroksidacije. Pri sposobnosti 
vezave kovinskih ionov v obeh raziskavah ni bilo opaziti velikih sprememb pred, med in po 
fermentaciji. Majhen dvig sposobnosti keliranja kovinskih ionov povzročijo proteini sirotke 
(Tong in sod., 2000), vendar imajo vpliv tudi fenolne spojine sokov in mikroorganizmi 
kefirjevih zrn, vendar je to potrebno še nadaljnje raziskati. 
 
Na podlagi študije fermentacije mešanice soka granatnega jabolka in sirotke (Sabokbar in 
Khodaiyan, 2015) ter mešanice jabolčnega soka in sirotke (Sabokbar in sod., 2014) se lahko 
trdi, da ima fermentacija s kefirjevimi zrni pozitivne učinke in izboljša antioksidativno 
učinkovitost napitka. Razlog za to je lahko tudi sestava substrata, saj se poleg sadnega soka 
uporablja tudi sirotka, ki prispeva k povišanju antioksidativne učinkovitosti tudi sama. 
Kefirjeva zrna prispevajo k odstranitvi prostih radikalov. To so pripisali optimalni 
temperaturi za rast mikroorganizmov in njihovi produkciji metabolitov, ki imajo 
antioksidativno delovanje. Višja antioksidativna učinkovitost je bila povezana z višjo maso 
kefirjevih zrn pri inokulaciji. Prav tako lahko antioksidativne sposobnosti pripišemo sadnim 
sokovom, ki vsebujejo visoke koncentracije sladkorjev, prehranskih vlaknin in bioaktivnih 
sestavin, kot so fenolne spojine (Pokorny in Schmidt, 2003; Sharma in Maity, 2010).  
 
2.4.4.2 Protimikrobno delovanje 
 
Za kefir je znano, da ima protimikrobno učinkovitost tako proti grampozitivnim kot 
gramnegativnim bakterijam (Kesenkaş in sod., 2017), prav tako kefir, kefiran, kefirjeva zrna 
in vodni kefir delujejo protiglivno proti različnim vrstam kvasovk (Rimada in Abraham, 
2006; Silva in sod., 2009; Kesenkaş in sod., 2017). Santos in sod. (2003) so opazili 
antagonistično delovanje laktobacilov, izoliranih iz kefirjevih zrn proti bakterijam vrst 
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Salmonella 
Enteriridis, Shigella flexneri in Yersinia. enetocolitica. Raziskave kažejo, da so glavni 
metaboliti odgovorni za protimikrobno aktivnost organske kisline, ogljikov dioksid, vodikov 
peroksid, etanol in diacetil (Silva in sod., 2009). Protimikrobna aktivnost se lahko poleg 
nizke vrednosti pH pripiše tudi protimikrobnim snovem (bakteriocini), ki jih izločajo 
mlečnokislinske bakterije (Kesenkaş in sod., 2017). Bakteriocini so beljakovine, ki jih 
proizvajajo bakterije in zavirajo rast podobnih vrst mikroorganizmov. Na splošno velja, da 
imajo bakteriocini ozek spekter delovanja in receptorje na celici potrebne za pritrditev na 
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površino. Najbolj znan bakteriocin je nizin, ki ga sintetizirajo bakterije vrste Lactococcus 
lactis subsp. lactis. Čeprav se ga uporablja kot konzervans v živilski industriji, bakteriocini 
ne bodo nikoli nadomestiti dobre higienske prakse in nikoli imeli tako širokega spektra 
delovanja kot antibiotiki (Vandenberg, 1993; Rogelj in Perko, 2003). Rimada in Abraham 
(2006) sta poročala, da ima kefiran protimikrobno, protiglivno in protitumorsko aktivnost 
(Leite in sod., 2013). 
 
Namen raziskave Silva in sod. (2009) je bil ugotoviti protimikrobno aktivnost fermentirane 
vodne raztopine saharoze. Fermentacija je potekala pri sobni temperaturi, tako da so 1,2 g 
kefirjevih zrn inokulirali v 200 ml raztopine z različnimi koncentracijami sladkorja in 
različnimi vrstami sladkorja. Med procesom fermentacije se je pH znižal, koncentracija ne-
reducirajočih sladkorjev se je prav tako znižala, medtem ko se je koncentracija reducirajočih 
sladkorjev povišala. To pripisujejo encimom, ki so pretvorili sladkor iz ene oblike v drugo. 
Preučevali so učinke fermentiranega izdelka na tarčne mikroorganizme vrst Escherichia coli, 
Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Candida albicans in Salmonella Typhi,. Za substrat 
so uporabili različne raztopine sladkorja. Vzorce fermentiranega substrata so prenesli na s 
tarčnimi mikroorganizmi inokulirana gojišča in jih inkubirali pri 37 °C ter po inkubaciji 
izmerili premer inhibicijske cone. Ugotovili so, da je bila inhibicija patogenih organizmov 
največja pri raztopini rjavega sladkorja. V raziskavi so kot testno sredstvo uporabili 
sintetično protiglivno učinkovino ketokonazol in antibiotik kloramfenikol. Inhibicijska cona 
pri kvasovkah vrste C. albicans pri fermentiranem rjavem sladkorju je bila 28 mm, medtem 
ko je bila pri ketokonazolu 17 mm. 
 
Zaradi kompleksnosti mikrobiološke združbe kefirjevih zrn in njenih variacij lahko 
posamezne učinke pripišemo določenim vrstam mikroorganizmov. Funkcionalne lastnosti 
končnega produkta pa so posledica obeh, fermentacije, kot tudi učinkovin v substratih.   
 
2.5 PROBIOTIČNE LASTNOSTI SADNIH SOKOV, FERMENTIRANIH S 
KEFIRJEVIMI ZRNI 
 
Proces fermentacije spada med najstarejše oblike konzerviranja živil. Ljudje so že pred več 
kot 6000 leti fermentirali živila z namenom konzerviranja. Gre za mikrobiološki proces, ki 
vpliva na hranilne in senzorične lastnosti živila, obenem pa podaljša rok trajanja z znižanjem 
vrednosti pH (Raspor, 2003). Tako dobimo novo, preoblikovano živilo, z daljšo 
obstojnostjo, večjo biorazpoložljivostjo komponent, boljšim okusom, večjo prebavljivostjo 
ter zmanjšano vsebnostjo laktoze pri mlečnih izdelkih. V zadnjih letih se je povečalo 
zanimanje za proizvodnjo fermentiranih pijač, posebej probiotikov zaradi njihovih 
zdravstvenih učinkov in prehranskih lastnosti. To je privedlo do povečanja proizvodnje in 
porabe živil, ki so znana kot funkcionalna živila. Veliko posameznih kultur, ki se uporabljajo 
kot starterske kulture, ali mešanih kultur, kot so kefirjeva zrna je bilo karakteriziranih kot 
probiotiki. Mednje spadajo predvsem mlečnokislinske bakterije rodov Lactobacillus in rodu 
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Bifidobacterium (Leite in sod., 2013). Čeprav so za kefirjeva zrna značilni probiotični 
mikroorganizmi, med njimi tudi kvasovke (Diosma in sod., 20013), je za status 
probiotičnega seva potrebno izvesti klinične teste. Kefirju sicer pripisujejo mnoge pozitivne 
učinke na zdravje (Otles in Cagindi, 2003; Farnworth, 2005; Rimada in Abraham, 2006) 
Večina fermentiranih izdelkov je z začetkom proizvodnje mlečnih izdelkov izgubila 
originalno naravno raznovrstno mikrobioto z uvedbo selekcioniranih starterskih kultur. 
Fizikalno-kemične, senzorične in terapevtske učinke pa mnogi pripisujejo originalni naravni 
mikrobioti kefirjevih zrn (Rogelj in Perko, 2003). Kefir in izdelki iz kefirjevih zrn so dober 
vir probiotikov, sestava mikroorganizmov v kefirjevih zrnih pa deluje sinergistično in 
ustvarja dobre pogoje za preživetje tako bakterij kot kvasovk (Plessas in sod., 2012; Leite in 
sod., 2013). Čeprav ima kefir mnogo terapevtskih in prehranskih učinkovin za človeka, so 
potrebne nadaljnje študije, ki bi razjasnile  pomen le-teh (Kesenkaş in sod., 2017). 
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Z naraščanjem in urbanizacijo ter vse večjega pomena zdrave prehrane za zdravje ljudi se 
spreminjajo tudi prehranske navade ljudi. Ti vse več posegajo po izdelkih, ki imajo večjo 
prehransko vrednost in so na seznamu tako imenovanih funkcionalnih živil, obenem pa se 
veliko ljudi po svetu spopada tudi s prekomerno telesno težo, hiperlipidemijo in z raznimi 
gastrointestinalnimi motnjami, ki so posledica hitrega načina življenja, stresa in 
pomanjkanja časa ter znanja pri pripravi hrane. Fermentirani mlečni izdelki predstavljajo 
dober vir funkcionalnih snovi in probiotikov, ki lahko dobro učinkujejo na zdravje tako, da 
zmanjšajo laktozno intoleranco, znižajo holesterol, stimulirajo imunski sistem, lajšajo 
zaprtje, povišajo absorpcijo mineralov in imajo antimutagene, antikancerogene in 
antihipertenzivne učinke. Uporaba takšnih izdelkov narašča, vendar se pojavlja vse več težav 
pri uporabi le-teh pri ljudeh z alergijami na mleko, intoleranco na laktozo, visoke ravni 
holesterola in maščob ter veganskega načina prehranjevanja. Zato se vedno več uporablja 
alternativne substrate, sadne sokove, ki so prav tako primeren substrat za fermentacijo s 
kefirjevimi zrni, saj imajo visoko vsebnost sladkorjev, antioksidantov, vitaminov, 
mineralov, prehranskih vlaknin in drugih koristnih hranil.  Kefirjeva zrna so približno 0,3 do 
3,0 cm velike, nagubane granule. Sestavljajo jih mlečnokislinske bakterije, kvasovke in 
ocetnokislinske bakterije, ki živijo v simbiozi in skupaj organizirano sodelujejo pri sintezi 
bioaktivnih metabolitov, ki so bistveni za rast in povečanje mase zrn ter inhibicijo nekaterih 
patogenih mikroorganizmov. Med fermentacijo se pH soka zniža, zniža se tudi koncentracija 
sladkorjev, kar je pozitivno pri ljudeh s prekomerno težo, sok ima zaradi spremembe 
razmerja organskih kislin ter CO2 bolj osvežilen okus.  
 
Z namenom, da spodbudimo njihovo porabo, je potrebno ozaveščanje potrošnikov o zdravi 
in funkcionalni prehrani, ljudem pa je potrebno predstaviti načine uporabe ter pomembnost 
uživanja takšnih izdelkov.  
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Priloga A: Poskus fermentacije sadnega soka s kefirjevimi zrni 
 
Poskus je temeljil na fermentaciji pasteriziranega pomarančnega soka s kefirjevimi 
zrni.Imeli smo 5 vzorcev, v katerih smo merili pH in določali koncentracijo mlečne kisline. 
Prvi vzorec je vseboval 30 ml ne-fermentiranega pomarančnega soka, v ostale štiri vzorce 
soka (30 ml) smo odtehtali 1,2 g kefirjevih zrn. Prvi, ne-fermentiran vzorec smo takoj 
zamrznili, ostale pa inkubirali 4 dni pri temperaturi 30 °C. Vsak dan smo en vzorec zamrznili 
(prvi po 24 h fermentacije, drugi po 48 h, tretji po 72 h in četrti po 96 h inkubacije).  
 
Merjenje vrednosti pH  
 
Pred analizo smo vzorce odtalili in jim izmerili pH s pH metrom. Rezultati meritev so 
prikazani v Prilogi A1. 
 
Priloga A1: Spreminjanje vrednosti pH med fermentacijo pomarančnega soka s kefirjevimi zrni 







Določanje koncentracije mlečne kisline  
 
Za določanje koncentracije mlečne kisline smo uporabili spektrofotometrično metodo, ki 
temelji na tvorbi kompleksa med mlečno kislino in Fe(III) ioni. Absorbanco (A) smo izmerili 
pri valovni dolžini 390 nm (Borshchevskaya in sod., 2016). V mikrocentrifugirke smo 
odpipetirali 1 ml soka in centrifugirali 5 min pri 5000 g. V 1 ml 0,2 % (m/v) FeCl3 smo 
dodali 25 µl supernatanta in po mešanju prenesli 200 µl raztopine v mikrotitrsko ploščico 
ter izmerili absorbanco pri valovni dolžini 390 nm (Av). Naredili smo tudi slepi vzorec, tako 
da smo namesto vzorca, 1 ml 0,2 % (m/v) FeCl3 dodali 25 µl destilirane vode in nato 200 µl 
mešanice nanesli na mikrotitrsko ploščico in pomerili absorbanco pri 390 nm (As). Zaradi 
možnosti absorpcije samega soka pri valovni dolžini merjenja, smo izmerili še absorbanco 
v primeru, ko smo 1 ml destilirane vode dodali 25 µl soka (Am). Koncentracijo mlečne 
kisline smo izračunali iz umeritvene krivulje (PrilogA A2) in rezultat izrazili kot g mlečne 
kisline/l soka.  
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Priloga A2: Graf odvisnosti absorbance vzorcev pomarančnega soka pri 390 nm od koncentracije mlečne 
kisline 
Umeritveno krivuljo smo pripravili iz raztopine mlečne kisline s koncentracijo 10 g/l. 
Raztopino smo razredčili, tako, da smo dobili vzorce s koncentracijo mlečne kisline 2 g/l, 4 
g/l, 6 g/l in 10 g/l. Vzorcem smo po dodatku 0,2 % (m/v) FeCl3 pomerili absorbanco pri 390 
nm in naredili graf odvisnosti absorbance od koncentracije mlečne kisline.  
Enačba umeritvene krivulje: y= 0,0982x + 0,0103                                                               …(1) 
 
Absorbanco smo merili v paralelkah. V Prilogi A3 je prikazano povprečje dveh paralelk.  
 
Priloga A3: Povprečne vrednosti absorbance vzorcev pomarančnega soka s kefirjevimi zrni v različnih časih 
fermentacije 
Čas (h) Povprečna absorbanca 
vzorca (Av) 
Povprečna absorbanca 
ozadja vzorca (Am) 
 0 0,97895 0,09865 
24 1,22530 0,09610 
48  1,48335 0,09920 
72 1,62920 0,09145 
96 1,70810 0,10145 
Slepi vzorec (As) 0,72670 / 
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Priloga A4: Izračun absorbance vzorcev pomarančnega soka s kefirjevimi zrni 







Absorbanco vzorcev smo izračunali po formuli (2).  
 
Priloga A5: Izračun koncentracije mlečne kisline (g/l) v vzorcih pomarančnega soka s kefirjevimi zrni 







Koncentracijo mlečne kisline (g/l) smo izračunali iz enačbe umeritvene krivulje (1) 
 
Rezultati z razpravo 
 
Začetni pH pomarančnega soka je bil 3,85, kar lahko primerjamo s pH substrata v raziskavi 
Kazakos in sod. (2016). Po 96 h fermentacije se je znižal na 3,68, kar kaže na metabolno 
aktivnost mlečnokislinskih bakterij in tvorbo kisline, vendar je sprememba pretežno majhna, 
kar lahko pripišemo puferskim lastnostim soka (Ding in Shah, 2008). Verjetno je tudi, da je 
bil začetni pH soka prenizek in je povzročil stres mikroorganizmom v kefirjevih zrnih, ki so 
bila prenesena iz mlečnega substrata. Koncentracija mlečne kisline se je med fermentacijo 
povišala in je po 96 h fermentacije dosegla koncentracijo 9,82 g/l, medtem ko so v raziskavi 
Sabokbar in Khodaiyan (2014) dosegli najvišjo koncentracijo mlečne kisline 5,9 g/l v 32 h 
fermentacije. Pri našem poskusu je koncentracija mlečne kisline narasla za 8 g/l, medtem ko 
so Sabokbar in Khodaiyan (2014) izmerila prirast mlečne kisline za 5,0 g/l. 
 
Razen Kazakos in sod. (2016) nismo našli raziskave z namenom fermentacije pomarančnega 
soka s kefirjevimi zrni. Pomarančni sok se namreč razlikuje v sestavi in tako lahko drugače 
vpliva na potek fermentacije v primerjavi s sokom granatnega jabolka, ki vsebuje veliko 
fenolnih spojin (Sharma in Maity, 2010; Sabokbar in Khodaiyan, 2014). Kazakos in sod. 
(2016) so dokazali, da pomarančni sok poveča kinetiko fermentacije, kombinacija sokov pa 
izboljša sposobnost preživetja mlečnokislinskih bakterij v primerjavi s sokom granatnega 
jabolka. Za določitev primernosti pomarančnega soka bi bilo potrebno opraviti še veliko 
raziskav glede velikosti inokuluma, optimalnega poteka fermentacije, temperature in 
optimalne sestave fermentiranega substrata z zadostno količino funkcionalnih komponent 
ter senzorično analizo. Pri podrobnejši raziskavi bi potrebovali tudi identifikacijo 
mikroorganizmov v naših kefirjevih zrnih.  
